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1. RESUMEN 
La bacteria Escherichia coli (E. coli) puede llegar a generar significativas pérdidas 
económicas en el sector agropecuario. Esta bacteria cuenta con un alto riesgo de 
contaminación biológica, resistencia a tratamientos antimicrobianos y alta zoonosis, sin 
embargo, hasta la fecha, los métodos de diagnóstico revelan únicamente el genotipo de la 
bacteria, pero no existen reportes en la zona sobre la identificación de los genes 
portadores de factores de virulencia (GFV). Por lo expuesto, el objetivo de esta 
investigación fue identificar GFV y la diversidad genotípica de cepas de E. coli 
seleccionadas por su fenotipo. Para conseguir el objetivo se trabajó con 30 cultivos 
positivos a la bacteria, aislados de pollos con signos clínicos criados en la provincia del 
Azuay. Las muestras fueron purificadas y posteriormente se realizó la tinción de Gram 
para cada cultivo. Mediante la técnica de PCR se detectó la presencia del gen uspA 
(específico de E. coli), también la presencia de GFV como son: adhesinas (fimC), 
exotoxinas (cvaA) y sistemas de captación-transporte de Hierro (iucD; chuA; fyuA). 
Finalmente, para revelar la diversidad genética se realizó la técnica (GTG)5. Se encontró 
la presencia de 25/30 (75%) cultivos que presentaron el gen uspA, permitiendo identificar 
E. coli, de ellos, la frecuencia de GFV positivos fue: chuA 12/25 (48%), cvaA 5/25 (20%), 
fimC 21/25 (84%), fyuA 9/25 (36%) y iucD 14/25 (56%). La diversidad genética por 
(GTG)5 manifestó la presencia de 2 grupos que abarcan los 30 cultivos bacterianos de 
este estudio. Con estos resultados podemos concluir que existen cepas de E. coli 
positivas al gen uspA, las mismas que contienen GFV que revelan una importante 
diversidad genética, de los pollos infectados con Colibacillosis de nuestro estudio. 
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2. ABSTRACT 
Escherichia coli (E. coli) can cause significant economic loses in agricultural and animal 
industries. In spite of the high risks that this bacterium poses to food safety, environmental 
health and human health, as of today, most diagnostic methods focus only in the genotypic 
characterization of this bacterium’s isolates without addressing whether these isolates 
contain virulence factor genes (VFG). The objective of this work was to identify VFGs in 
isolates from commercial farms and to describe the genetic diversity of these isolates. 
Thirty isolates from chickens showing clinical signs of colibacillosis from commercial 
poultry farms in the province of Azuay (Ecuador) were used in the study. The isolates were 
purified and confirmed using gram-staining and PCR-amplification of the E. coli-specific 
genetic marker uspA. VFGs presence in the isolates DNA were screened using selected 
markers as follows: adhesins (fimC), exotoxins (cvaA), and iron uptake and transport 
systems (iucD, chuA and fyuA). The genetic diversity of the isolates was described using 
the (GTG)5 technique. About 75% percent (25/30) of the isolates reported the uspA 
marker confirming E. coli identity. Forty-eight percent (12/25) of the isolates reported the 
presence of the chuA marker, 20% (5/25) reported the cvaA marker, and 84% (21/25), 
36% (9/25) and 56% (14/25) of the isolates reported the fimC, fyuA, and iucD markers, 
respectively. (GTG)5 analysis identified segregation of the bacterial isolates in two groups. 
These results reveal that most of the isolates contained VFGs and an large genetic 
diversity among the isolates. 
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En la industria avícola, la Colibacilosis es causada por la bacteria Escherichia coli (E. coli). 
Esta enfermedad, produce un complejo síndrome caracterizado por lesiones diversas en 
las que se incluyen, aerosaculitis, perihepatitis y lesiones pericárdicas que degeneran en 
septicemia (Calnek, 2000; Espinoza, Salinas, Picón, & Santoyo, 2009; A. Oliveira et al., 
2009). Esta patología, ocasiona alta mortalidad y decomisos de órganos en los camales, 
que se traduce en significativas pérdidas económicas para la industria avícola. Siendo 
reportada un pérdida de alrededor de 80 millones de dólares en el año 2017 en Estados 
Unidos (Ewers, Janßen, Kießling, Philipp, & Wieler, 2004; Ozaki, Matsuoka, Nakagawa, & 
Murase, 2017). 
Esta bacteria puede presentar ciertos genes codificantes de toxinas (adhesinas, toxinas, 
captadoras de hierro), que, les capacitan para causar diversos síndromes, signos y 
lesiones en diversas especies, entre ellos, los seres humanos. Estas bacterias pueden 
estar presentes en las aves de consumo, como también pueden ocasionar contaminación 
cruzada a otros tipos de carne, por contacto en carnicerías y camales, los que al ser 
consumidos podrían causar enfermedad en el humano (Alonso, Lucchesi, Rodríguez, 
Parma, & Padola, 2012). 
Se han desarrollado metodologías que permiten identificar el origen de las bacterias de E. 
coli que se pueden hospedar en las aves, lo que es importante para evaluar el grado de 
riesgo en la salud pública, así como también, desarrollar herramientas directas que 
permitan reducir la contaminación cruzada debido a la colibacilosis aviar (Mohapatra, 
Broersma, & Mazumder, 2007). 
Existen diferentes tipos de E. coli: patogénicos (APEC, por sus siglas en inglés: Avian 
Pathogenic Escherichia coli) y no patogénicos, cuyo daño potencial depende de los genes 
portadores de factores de virulencia que contenga la bacteria., actualmente se han 
descrito alrededor de 23 tipos potencialmente patogénicos que han sido descubiertos 
mediante técnicas de PCR (Ewers, Janßen, Kießling, Philipp, & Wieler, 2005; Ewers et al., 
2004; Mohapatra et al., 2007; Mohapatra, Broersma, & Mazumder, 2008). 
Los diversos grupos de la bacteria que han sido encontrados pueden afectar a diferentes 
especies como: pavos, pollos, patos, aves silvestres e incluso humanos (WHO, 2003). El 
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conocimiento de las diversas fuentes no específicas de contaminación para el pollo de 
engorde, permite reforzar las normas de bioseguridad existentes y trabajar bajo un 
sistema de buenas prácticas de producción avícola. 
Hoy en día, mediante biología molecular se pueden detectar los diversos orígenes de 
contaminación de la bacteria a su hospedador, las rutas de transmisión, así como también 
los factores de virulencia que causan la aparición de la diversa signología (Ewers et al., 
2005; van der Westhuizen & Bragg, 2012). 
A partir de los avances generados en el Proyecto Genoma Humano, el cual heredó la 
ciencia y tecnología que permitió desarrollar técnicas cada vez más específicas que 
detectan la secuenciación del ADN, que brindan a la comunidad clínica como científica 
herramientas altamente sensibles y específicas para el diagnóstico de las diversas 
patologías (National Human Genome Research Institute, 2019; Tolosa, 2017). 
La importancia de estas nuevas técnicas radica principalmente en la identificación de 
genes portadores de resistencia bacteriana, lo cual permite al Médico Veterinario usar las 
herramientas antimicrobianas existentes y a su vez, el control de los patógenos que 
ocasionan altas mortalidades en los pollos (Younis, Awad, & Mohamed, 2017).  
Es necesario destacar que esta tecnología por el momento está limitada por sus elevados 
costos, por lo cual, continuamos con el desarrollo de los ensayos de PCR como 
herramienta fundamental para reconocer los fragmentos de cadenas de ADN de manera 
accesible y con resultados altamente sensibles. 
Actualmente, en Ecuador existe escasa información reportada sobre la presencia o 
ausencia de los GFV de E. coli en aves. A pesar de que la presentación de esta patología 
a nivel de campo es frecuente, y sus métodos de diagnóstico de laboratorio son el cultivo 
y el antibiograma para su tratamiento, hemos visto la necesitad de revelar información 
sobre el microbioma para esta patología de manera específica en nuestra zona, 
permitiendo al productor lograr eficiencia y bienestar animal. 
Hipótesis 
¿Existe una relación de la presencia de los factores de virulencia que contribuyen con la 
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4. OBJETIVOS 
a. Objetivo general 
Identificar la diversidad genética y la presencia de genes portadores de factores de 
virulencia en cepas de Escherichia coli aisladas en casos de colibacilosis en pollos de 
carne (Gallus gallus domesticus) de la provincia del Azuay, Ecuador. 
b. Objetivos específicos  
Confirmar mediante PCR la presencia de Escherichia coli proveniente de cultivos de 
pollos de carne (Gallus gallus domesticus) con signología de colibacilosis. 
 
Identificar la diversidad genética de los aislados de E. coli de casos de colibacilosis aviar 
mediante la técnica de fingerprinting con el uso del ensayo de (GTG)5-PCR. 
 
Identificar la presencia de secuencias codificantes de factores de virulencia, como los de 
adhesinas (fimC), exotoxinas (cvaA) y sistemas de captación-transporte de Hierro (iucD; 
chuA; fyuA) mediante ensayos de PCR en las cepas de E. coli portadoras del gen uspA, 
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5. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
5.1 Colibacilosis aviar 
Se denomina colibacilosis aviar a el conjunto de signos y síntomas que genera la bacteria 
E. coli una vez que la barrera inmunitaria ha sido traspasada, ocasionando lesiones en 
diferentes órganos, e incluso puede presentarse a nivel sistémico con septicemia 
colibacilar (14). 
Está descrito que la variedad de presentaciones de la enfermedad se debe a su 
diversidad de antígenos (O, K, H y F) y serotipos (01, 02, 035 y 078), de los cuales el 75% 
de ellos, presentan factores de virulencia encargados de producir la alta mortalidad 
característica de esta patología (Calnek, 2000)., sin embargo, últimamente se ha 
reconocido que existen dos tipos de cepas, una no patogénica y otra patogénica 
denominada en Ingles: avian pathogenic E. coli (APEC), la cual engloba todas las 
características de virulencia que presentan los diferentes biotipos de esta bacteria (Ozaki 
et al., 2017). 
La principal fuente de transmisión es el medio ambiente contaminado con heces fecales, 
ya que este microorganismo es parte de la microbiota intestinal común de organismos 
endotermos y es de fácil cultivo. Recientemente se han desarrollado nuevas técnicas de 
biología molecular que permiten realizar la trazabilidad de las diferentes fuentes 
contaminantes, entre ellas el ribotipado, rep-PCR, entre otras., incluyendo la técnica 
(GTG)5-PCR que permite revelar la diversidad de los microorganismos (Mohapatra et al., 
2007, 2008).  
5.2 Diagnóstico en campo 
Para un diagnóstico presuntivo de campo, nos basamos en la variedad de tipos y cepas 
que esta bacteria posee, la misma que se manifiesta con diversa signología. Se observa 
en la necropsia, entre los signos más comunes: onfalitis, salpingitis, hidrosalpinx, 
peritonitis, ooforitis, celulitis, enterocolitis, septicemia neonatal y respiratoria, 
enterohemorragia, cloacitis, panoftalmitis, artritis, osteomielitis y osteonecrosis, bursitis 
esternal, entre otras (Calnek, 2000; Dinev, 2011). 
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5.3 Diagnóstico fenotípico 
El diagnóstico fenotípico es necesario para identificar la bacteria y elegir un antibiótico 
adecuado, basados en los resultados de un cultivo y antibiograma previo que permita 
conocer la sensibilidad de este patógeno. Ciertos microbios pueden ser cultivados en 
medios sencillos, con composición de nitrato, nitritos sulfatos y minerales., éstos son 
denominados como medios definidos o medios sintéticos, ya que simulan de manera 
artificial el habitad de crecimiento bacteriano, lo que permite su identificación (Prescott, 
Harley, & Klein, 2002). 
Comúnmente se siembran las muestras en agar: Mac Conkey, EMB, o en medios 
selectivos indicadores, los cuales incubados a 37°C durante 18 a 24h. muestran 
características fenotípicas de brillo metálico, sin embargo, estas técnicas presentan menor 
rendimiento diagnóstico al comparar con técnicas de biología molecular (Rodríguez-
Angeles, 2002). 
Al tener el diagnóstico fenotípico bacteriano, se hacen necesarias pruebas 
microbiológicas de confirmación, entre ellas: Catalasa, Oxidasa, Oxido-fermentación, Rojo 
de Metilo, Coagulasa, que brindan un resultado en un tiempo de 6 a 48h, pero no 
evidencian la presencia o ausencia de los GFV, que son los responsables del desarrollo 
de la patología, convirtiendo al diagnóstico genotípico en una herramienta fundamental. 
(Bou, Fernández-Olmos, García, Sáez-Nieto, & Valdezate, 2011). 
5.4 Diagnóstico genotípico por PCR 
La técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés: 
Polymerase Chain Reaction), está basada en la replicación de varias proteínas que 
sintetizan una determinada cadena de ADN. Este proceso se realiza mediante diferentes 
actividades como la identificación del sitio de origen, el desenrrollamiento de la doble 
cadena, estabilización, generación de un iniciador de replicación, replicación, la 
identificación de los sitios de terminación y el nuevo enrollamiento de las moléculas de 
ADN. Todo esto gracias a la intervención de reactivos/sustratos (taq polimeraza, 
sustancias amortiguadoras y moldes de secuenciación y Mg), que luego de procesos de 
termociclación (desnaturalización, alineamiento y extensión) generan productos de 
amplificación que pueden ser separados por  electroforesis y detectados con iluminación 
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UV, siendo esta, una prueba altamente sensible y específica al primer o secuencia de 
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 6. MATERIALES Y MÉTODOS 
Se obtuvo los cultivos de pollos con signología correspondiente a colibacilosis aviar como: 
aerosaculitis, perihepatitis, lesiones pericárdicas y sinovitis articular. Se trabajó con 30 
cultivos de característica Gram (-). Laboratorios particulares entregaron las muestras de 
cultivos identificadas fenotípicamente como E. coli y fueron transportadas en cooler al 
laboratorio de Biología Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la 
Universidad de Cuenca, donde se almacenaron a 4°C, hasta su procesamiento. 
Las muestras fueron únicamente de pollos cuyas granjas se encuentran dentro del 
perímetro de la provincia del Azuay, cuya edad, sexo, condición inmunológica y sanitaria 
fueron desconocidas. 
Actividad Nro. 1 
6.1 Caracterización fenotípica del cultivo en Agar nutritivo y Tinción de Gram  
Esta caracterización fenotípica se realizó para obtener un aislado de bacterias Gram (-) lo 
más homogénea posible, esperando que las mismas pertenezcan a un cultivo de E. coli 
altamente purificadas. 
6.4.1. Materiales de trabajo 
Materiales físicos 










Paso 1: Se obtuvo una muestra del aislado bacteriano con el asa de siembra. 
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Paso 2: Se resembró por la técnica de agotamiento la muestra en agar nutritivo.  
Paso 3: Se caracterizó macroscópicamente las muestras homogéneas de acuerdo a: 
tamaño, color y forma. 
Tinción de Gram  
Este procedimiento se realizó bajo los conceptos descritos y modificados por: Bostrom y 
col. (Bostrom, Simu, Hagstrom, & Riemann, 2004) 
Paso 4: Se colocó una gota de agua destilada en un porta objetos y se tomó una muestra 
con el asa de siembra del cultivo seleccionado del paso previo, se secó la placa en una 
estufa a 37°C, se fijó con calor, flameado 3 veces por 2 ocasiones. 
Paso 5: Se colocó violeta cristal por 1 min y se lavó con agua destilada. 
Paso 6: Se colocó solución de yodo por 1 min y se lavó con agua destilada. 
Paso 7: Se colocó solución de alcohol acetona por 6 s., y se lavó con agua destilada.  
Paso 8: Se colocó una solución de fucsina fenicada por 1 min y se lavó con agua 
destilada y finalmente se dejó secar la placa al ambiente. 
Paso 9: Se observó en el microscopio con aceite de inmersión y un lente (100x).  
Paso 10: Se diferenció las bacterias Gram (+) por su coloración azul y las Gram (-) por su 
tinción de color rosado. 
 
Actividad Nro. 2 
6.2. Obtención de material genético (ADN total) de los aislados de E. coli 
Este procedimiento se realizó bajo los protocolos descritos por Clermont y col. (Clermont, 
Christenson, Denamur, & Gordon, 2013)  y se adaptó a nuestro estudio. 





Buffer de lisis (400 mM NaCl; 750 mM Sucrosa; 20 mM de EDTA; 50 mM de Tris-HCl, pH 
9,0) 
Lisozima (1 mg/mL) 
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Dodecil sulfato de sodio 1% (SDS)  
Proteinasa K (100 µg/mL)  
Solución fenol, cloroformo y alcohol isoamílico (25:24:1) 
Etanol absoluto (95-97%) 
Etanol (70%) 
Agua grado biología molecular 
Materiales biológicos 
Cultivo de aislados Gram (-)  
6.2.2. Procedimiento 
Paso 1: Se centrifugó el caldo nutritivo a (12.000 x g) por 20 min. 
Paso 2: Se eliminó el sobrenadante del caldo nutritivo. 
Paso 3: Se diluyó la pastilla con 175 µL de buffer de lisis. 
Paso 4: Se agregó de 3,5 µL de lisozima e incubó a 37°C por 60 min. 
Paso 5: Se adicionó 20 µL de dodecilsulfato de sodio (SDS), 1 µL de proteinasa K, e 
incubó a 55° C por 90 min, y se obtuvo la solución de lisado (SL). 
Paso 4: Se agregó el mismo volumen obtenido en la SL, de una solución de fenol, 
cloroformo y alcohol isoamílico (25:24:1), se agitó y centrifugó a 12.000 g por 5 min. 
Paso 5: Se rescató la fase incolora o sobrenadante de la emulsión obtenida, se colocó en 
un nuevo tubo y se adicionó 2,5 vol. de etanol absoluto y centrifugó a 14 000 g por 5 min. 
Paso 6: Se eliminó el sobrenadante y añadió 1 ml de etanol al 70% y se centrifugó a 14 
000 g durante 3 min. 
Paso 7: Se eliminó el sobrenadante y se dejó secar la pastilla con ADN obtenida en el 
fondo del tubo. 
Paso 8: A la pastilla se le agregó entre 50 a 100 µL de agua grado biología molecular, y 
se obtuvo el ADN total (ADNt), mismo que se conservó a -20°C. 
 
Actividad Nro. 3 
6.3. Identificación genética de E. coli 
Se realizó un ensayo de PCR para la detección la secuencia del gen uspA lo que permitió 
la confirmación de que los aislados obtenidos corresponden a E. coli. 
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6.3.1. Materiales de trabajo 
Materiales físicos 
Vortex 
Termociclador (Eppendorf Modelo: Nexus GSX1).  
Micropipetas  
Tubos de PCR 
Materiales químicos 
Agua grado biología molecular. 
Buffer de PCR. 
dNTP´s 
MgCl2 
Oligo uspA –For: CCGATACGCTGCCAATCAGT 
Oligo uspA –Rev: ACGCAGACCGTAGGCCAGAT 
Enzima Taq DNA polimerasa 




Paso 1: Se preparó una mezcla, con las siguientes características: 
Tabla 1: Insumos y concentraciones de los reactivos para la preparación de la mezcla del PCR 
uspA. 
 
Reactivo: Concentración: Volumen: Concentración final: 
Agua grado biología 
molecular. 
No aplica. 19,25 µL No aplica 
Buffer de PCR. 10 X 2,5 µL 1X 
dNTP´s 10 mM c/u 0,25 µL 0,2 mM c/u 
MgCl2 50 mM 1 µL 2 mM 
Oligo uspA -For  100 μM 0,2 µL 0,8 μM 
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Oligo uspA -Rev 100 μM 0,2 µL 0,8 μM 
Enzima Taq DNA 
polimerasa 
5 U/ µL 0,2 µL 0,05 U/ µL 
Muestra de ADN total 25 ng/ µL 0,5 µL 5 ng/ µL 
Volumen final --------- 25 µL --------- 
 
Paso 2: La mezcla se homogenizó en un vortex por 4-6 s y luego centrifugó a 14 000 g 
por 15-20 s. 
Paso 3: En tubos de PCR (200uL), se colocó 23 µL de la mezcla y 2 µL de ADNt de cada 
cultivo previamente identificado.  
Paso 4: Los tubos con las reacciones de ampliación (25 µL), se colocó en el 
termociclador, y fueron sometidos al siguiente perfil de temperatura: 
Tabla 2: Perfil de temperatura para la detección del gen uspA. 
Etapa: Desnaturalización 
inicial 
35 ciclos Extensión 
final Desnaturalización Alineamiento Extensión 
Temperatura 94 °C 94 °C 65 °C 72 °C 72 °C 
Tiempo 4 min 30 s 25 s 45 s 5 min 
 
Paso 5: Los productos de las reacciones de PCR se resolvieron en un gel de agarosa-
TAE al 1.2 % teñido con Bromuro de Etidio. 
Paso 6: La visualización de un producto de PCR de aproximadamente 884 bp se 
consideró positivo, es decir, que él aislado corresponde a E. coli. 
 
Actividad Nro. 4 
6.4. Evaluación de la diversidad genética de los aislados de E. coli 
Con los cultivos que dieron positivo a E. coli, se realizó un nuevo ensayo de PCR para 
determinar la diversidad de cepas existentes en los cultivos recolectados, mediante la 
localización de la secuencia: (GTG)5. 
6.4.1. Materiales de trabajo 
Materiales físicos 
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Vortex 
Termociclador (Eppendorf Modelo: Nexus GSX1).  
Micropipetas  
Tubos de PCR 
Materiales químicos 
Agua grado biología molecular. 
Buffer de PCR. 
dNTP´s 
MgCl2 
Oligo (GTG)5: GTGGTGGTGGTGGTG 
Enzima Taq DNA polimerasa 




Paso 1: Se preparó una mezcla, con las siguientes características: 
Tabla 3: Insumos y concentraciones de los reactivos para la preparación de la mezcla del 
PCR (GTG)5. 
Reactivo: Concentración: Volumen: Concentración final: 
Agua grado biología 
molecular. 
No aplica. 19,25 µL No aplica. 
Buffer de PCR. 10X 2,5 µL 1X 
dNTP´s 10 mM c/u 0,5 µL 0,2 mM c/u 
MgCl2 50 mM 1,5 µL 3 mM 
Oligo (GTG)5  100 μM 0,5 µL 2 μM 
Muestra de ADN total 25 ng/ µL 0,5 µL 5 ng/ µL 
Enzima Taq DNA 
polimerasa 
5 U/ µL 0,25 µL 0,05 U/ µL 
Volumen final --------- 25 µL 25  µL 
 




Ana Cecilia Pérez Pintado   -   Kevin Fabián Astudillo Vallejo    27 
 
Paso 2: La mezcla se homogenizó en un vortex por 10 s y luego se centrifugó a 12.000 g 
por 10 min. 
Paso 3: En tubos de PCR (200uL), se colocaron 23 µL de la mezcla y 2 µL de ADNt de 
cada cultivo previamente identificado.  
Paso 4: Los tubos con las reacciones de ampliación (25 µL), se colocaron en el 
termociclador, y fueron sometidos al siguiente perfil de temperatura: 
Tabla 4: Perfil de temperatura para la detección de la secuencia (GTG)5. 
Etapa: Desnaturalización 
inicial 
35 ciclos Extensión 
final Desnaturalización Alineamiento Extensión 
Temperatura 95 °C  94 -92 °C  40 °C 65 °C 65 °C 
Tiempo 2 min 3 min 30 s 60 s 8 min 8 min 
 
Paso 5: Los productos de las reacciones de PCR se resolvieron en un gel de agarosa-
TAE al 1,5 % teñido con Bromuro de Etidio (0,5 /ml), acompañado con una cepa de 
vacuna comercial como control. 
Paso 6: La visualización del producto de PCR fue fotografiada y las localizaciones BP, 
serán consideradas como sepas diversas de E. coli.  
 
Actividad Nro. 5 
6.5. Detección secuencias que codifican para factores de virulencia 
Con los cultivos que darán positivo a E. coli, se realizó un nuevo ensayo de PCR para 
determinar los factores de virulencia existentes en los cultivos recolectados, mediante la 
localización de las siguientes secuencias codificantes: adhesinas (fimC), exotoxinas 
(cvaA) y sistemas de captación-transporte de Hierro (iucD; chuA; fyuA). 





Tubos de PCR 
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Foto documentador (BioRad Modelo: Gel Doc XR+). 
Materiales químicos 
Agua grado biología molecular  
Buffer de PCR 
dNTP´s 
MgCl2 
Enzima Taq DNA polimerasa 
Tabla 5: Oligonucleótidos para detectar la secuencia de genes portadores de factores de 
virulencia. 

















(Clermont et al., 
2013) 
fimC F: GGGTAGAAAATGCCGATGGTG  
R: CGTCATTTTGGGGGTAAGTGC  
497 Adhesinas (Ewers et al., 
2004) 








Para la detección de los genes mencionados se realizó el siguiente procedimiento: 
Paso 1: Se preparó una mezcla con las siguientes características para la detección de 
cada uno de los genes: 
Tabla 6: Insumos y concentraciones de los reactivos para la preparación de la mezcla del 
PCR para detección de factores de virulencia. 
Reactivo: Concentración: Volumen: Concentración final: 
Agua grado biología 
molecular. 
No aplica. 19,15 µL No aplica. 
Buffer de PCR. 10 X 2,5 µL 1X 
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dNTP´s 10 mM c/u 0,25 µL 0,1 mM c/u 
MgCl2 50 mM 1 µL 2 mM 
Oligo ** 100 μM 0,2 µL 0,8 μM 
Oligo ** 100 μM 0,2 µL 0,8 μM 
Enzima Taq DNA 
polimerasa 
5 U/ µL 0,2 µL 0,04 U/ µL 
Muestra de ADN total  25 ng/ µL 1 µL 5 ng/ µL 
Volumen final --------- 23 µL --------- 
** Los oligonucleótidos fueron incorporados para cada mezcla de acuerdo al gen que se 
desee realizar la técnica de PCR (Tabla 5). 
Paso 2: La mezcla se homogenizó en un vortex por 10 s y luego se centrifugó a 12 000 g 
por 10 min. 
Paso 3: En tubos de PCR (200 uL), se colocó 23 µL de la mezcla y 2 µL de ADNt de cada 
cultivo previamente identificado.  
Paso 4: Los tubos con las reacciones de ampliación (25 µL), se colocaron en el 
termociclador, y fueron sometidos al siguiente perfil de temperatura, de acuerdo a las 
necesidades de cada reacción: 
Tabla 7: Perfil de temperatura para la detección del gen iucD. 
Etapa: Desnaturalización 
inicial 
25 ciclos Extensión 
final Desnaturalización Alineamiento Extensión 
Temperatura 94 °C 94 °C 59,4 °C 72 °C 72 °C 
Tiempo 4 min 30 s 25 s 45 s 5 min 
 
Tabla 8:Perfil de temperatura del gen cvaA. 
Etapa: Desnaturalización 
inicial 
25 ciclos Extensión 
final Desnaturalización Alineamiento Extensión 
Temperatura  94 °C  94 °C 60,6 °C  72 °C 72 °C 
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Tabla 9: Perfil de temperatura del gen chuA. 
Etapa: Desnaturalización 
inicial 
25 ciclos Extensión 
final Desnaturalización Alineamiento Extensión 
Temperatura  94 °C 94 °C 65 °C 72 °C 72 °C 
Tiempo 4 min 30 s 25 s 30 s 5 min 
 
Tabla 10: Perfil de temperatura del gen fimC. 
Etapa: Desnaturalización 
inicial 
25 ciclos Extensión 
final Desnaturalización Alineamiento Extensión 
Temperatura  94 °C 94 °C 60,6 °C 72 °C 72 °C 
Tiempo 4 min 30 s 20 s 30 s 5 min 
 
Tabla 11: Perfil de temperatura del gen fyuA. 
Etapa: Desnaturalización 
inicial 
25 ciclos Extensión 
final Desnaturalización Alineamiento Extensión 
Temperatura  94 °C 94 °C 60,6 °C 72 °C 72 °C 
Tiempo 4 min 30 s 25 s 45 s 5 min 
 
Paso 5: Los productos de las reacciones de PCR se resolvieron en un gel de agarosa-
TAE al 1 % teñido con Bromuro de Etidio (0,5 /ml). 
Paso 6: La visualización de un producto de PCR con bp aproximadas a las descritas en la 
Tabla 5 fueron consideradas con presencia o ausencia del gen. 
 
Actividad Nro. 6 
6.6. Análisis de información 
Con los resultados de las técnicas realizadas se obtuvieron frecuencias absolutas y 
relativas (%). Tablas de contingencia entre los valores resultantes de la técnica de PCR 
para las cadenas codificantes de los GFV. Adicionalmente, se realizó un dendograma 
generado por el método UPGMA para la técnica (GTG)5, para visualizar la diversidad 
genética de E. coli y sus GFV. 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
La E. coli está presente en la microbiota normal de las aves, en su tracto intestinal. La 
patogenicidad depende de los factores de virulencia que presente la bacteria, y de la 
inmunidad del huésped para que se desarrolle la enfermedad, lo que causa grandes 
pérdidas económicas en la industria avícola (Dziva & Stevens, 2008; Haghighi 
Khoshkhoo, Pourtaghi, Akbariazad, & Mokhayeri, 2019; A. Oliveira et al., 2009). 
Kwaga y col; Guilvout y col; y Paixao y col; Ahmed y col. (Ali, I. Abd El-Mawgoud, M. 
Dahshan, A. EL-Sawah, & A. Nasef, 2019; Guilvout, Carniel, & Pugsley, 1995; Kwaga, 
Allan, Hurk, Seida, & Potter, 1994; Paixão et al., 2016) concluyen que la detección de 
serotipos y cultivos no pueden ser usados como una herramienta única de diagnóstico, ya 
que son pruebas poco sensibles y específicas., es por eso que en este estudio se reveló 
la presencia del gen uspA que es exclusivo de la bacteria E. coli. Se obtuvo la frecuencia 
del 75% de casos positivos a este gen, como se puede observar en la tabla 12.  
Tabla 12: Resultados del gen uspA y GFV en los cultivos microbiológicos positivos a 
E.coli. 
                
Genes uspA   chuA cvaA fimC fyuA iucD 
Positivos 25 (75%) Positivos 12 (48%) 5 (20%) 21 (84%) 9 (36%) 14 (56%) 
  
 
Negativos 13 (52%) 20 (80%) 4 (16%) 16 (64%) 11 (44%) 
Negativos 5 (25%) Positivos 2 (40%) 0 (0%) 1 (20%) 1 (20%) 0 (0%) 
  
 
Negativos 3 (60%) 5 (100%) 4 (80%) 4 (80%) 5 (100%) 
 
Los factores de virulencia que contiene APEC son diversos, en este estudio se tomaron 
en cuenta: fimC, cvaA, iucD; chuA, fyuA. El gen fimC está relacionado con la capacidad 
de adherencia. El gen cvaA con la capacidad productora de exotoxinas y los genes iucD, 
chuA, fyuA, con los sistemas de captación y transporte de Hierro del medio celular 
(Alonso et al., 2012; Cárdenas-perea, Gándara-ramírez, & Pérez-hernández, 2014; Paixão 
et al., 2016). 
En nuestro estudio tuvimos una frecuencia mayor del gen: fimC, moderada de los genes 
iucD y chuA, y menor de los genes cvaA y fyuA, detectados por la técnica de PCR, en los 
cultivos que resultaron positivos al gen específico de E. coli uspA, por el contrario, en el 
25% de los cultivos que no resultó positivo para uspA, la mayor frecuencia de 
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presentación se mostró en el gen chuA, frecuencia moderada en los genes fimC y fyuA; 
finalmente los genes iucD y cvaA tuvieron una frecuencia nula, como se observa en la 
tabla 12.  
 Se han encontrado diferentes resultados para los distintos genes, en un estudio reciente 
(Younis et al., 2017), se ha mostrado la prevalencia de 18,55% de genes fimC, cvaA 
14.49%, iucD 15.07%, fyuA 11.59% y chuA 7.83%. Adicionalmente, concluyen que a 
pesar de ser fimC el gen más representativo, la presencia de uno o más genes 
relacionados con el Hierro, podrían inhabilitar la presencia de APEC en diferentes 
condiciones ambientales, pues la habilidad de sobrevivir y crecer en suero, en el cual el 
Hierro es muy bajo parece ser un factor determinante en la patogénesis de la 
Colibacillosis  (Ozaki et al., 2017; Paixão et al., 2016; Younis et al., 2017). 
En un estudio realizado para comparar diferentes técnicas para la diferenciación de E. coli 
en humanos, aves y cerdos, concluyeron que la mejor técnica para realizar esta 
diferenciación es (GTG)5, seguida por otros métodos de detección molecular; 
adicionalmente, concluyeron que ésta técnica es prometedora para ser usada en la 
vigilancia de la contaminación fecal con E. coli, como herramienta diagnóstica de 
enfermedades en la salud pública, gracias a la capacidad de revelar la diversidad genética  
(Mohapatra et al., 2007). 
En nuestro análisis de diversidad genética se reveló que existen 2 grupos filogenéticos 
principales, los mismos que en su mayoría tienen al menos un GFV, como se presenta en 
la figura 1. Basados en los resultados, se infiere que los aislados de E. coli obtenidos, 
tienen un alto grado de patogenicidad o que pertenecen en su mayoría a bacterias APEC, 
presentan características de virulencia, riesgo de zoonosis y una posible relación de 
contar con genes portadores de resistencia antimicrobiana e incluso, que podrían ser de 
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Figura 1. Dendograma de (GTG)5-PCR de cepas de E. coli 
 
 Dendograma realizado mediante el método UPGMA, con la técnica (GTG)5. Se observan 
dos grupos genéticos identificados con los colores azul y rojo. 
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8. CONCLUSIONES  
 Se confirmó la presencia de la bacteria E. coli mediante biología molecular (ensayo 
de PCR para la secuencia uspA) de los cultivos provenientes de pollos de carne 
que presentaban signología característica de colibacilosis. 
 Existe una distribución heterogénea de los genes que se identificaron y que 
codifican los GFV de los cultivos de E. coli de este estudio.  
 De los aislados, se obtuvo 2 agrupamientos genéticos revelados por la técnica 
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9. RECOMENDACIONES 
 Caracterizar de manera ampliada los factores de virulencia y detectar en las 
muestras, genes portadores de resistencia bacteriana, para tener datos sobre 
epidemiología molecular y conocer los antibióticos con efecto nulo ante la 
colibacilosis. 
 Realizar cultivos, antibiogramas y análisis moleculares de los factores de virulencia 
de las aves infectadas, considerando el lugar anatómico de la toma de muestra, 
para brindar herramientas con sustento de laboratorio, para la toma de decisiones 
mientras se espera un resultado del antimicrobiano específico de cada caso.  
 Ampliar el número de muestras del estudio.  
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11. ANEXOS 
Figura 2. Gel de Electroforesis en Agarosa del producto de PCR del gen uspA. 
 
Carril1 (Iz): marcador de peso molecular (mpm); carriles 2 al 6 producto de PCR en 884 bp. 
Figura 3. Gel de Electroforesis en Agarosa del producto del PCR del gen chuA. 
 
Carril1(Iz): marcador de peso molecular (mpm); carriles 2 al 6 producto de PCR en 279 bp. 
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Figura 4. Gel de Electroforesis en Agarosa del producto del PCR del gen cvaA. 
 
Carril1 (Iz): marcador de peso molecular (mpm); carriles 2 al 6 producto de PCR en 1181 bp. 
Figura 5. Gel de Electroforesis en Agarosa del producto del PCR del gen fimC. 
 
Carril1 (Iz): marcador de peso molecular (mpm); carriles 2 al 6 producto de PCR en 497 bp. 
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Figura 6. Gel de Electroforesis en Agarosa del producto del PCR del gen fyuA 
 
Carril1(Iz): marcador de peso molecular (mpm); carriles 2 al 6 producto de PCR en 774 bp. 
Figura 7. Gel de Electroforesis en Agarosa del producto del PCR del gen iucD. 
 
Carril1(Iz): marcador de peso molecular (mpm); carriles 2 al 6 producto de PCR en 714 bp. 
